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(54) TiUe: DEVICE FOR THE SERIES CULTIVATION OF MIC310-0RGANISMS OR CELLS IN GASIFIED LIQUID COLUMNS 



(54) Bezeichnung: VORRICHtUNG ZUR SERIEN-KULTIVIERUNG VON MIKROORGANISMEN BZW. ZELLEN IN BEGAStEN 
FLttSSIGKEITSSAULEN 



(57) Aiistract 

A device having a scries of culture flasks with an open or perforated 
base having a gas-permeable porous filter plate above the base or base 
aperture, the porosity and hydrophobic nature of which are adequate to prevent 
liquid from leaking from a culture fluid column above said filter, is suitable for 
the series cultivation of micro-organisms or cells in gasified liquid columns. 
Said culture flasks can be connected to a sterile gas feed via their bases. A 
gaslight double-bottom with a sterile gas feed pipe, the upper plate of which 
has a series of positions having gas apertures to accept and seal the culture 
flasks, is particularly suitable as the sterile gas feed. There is advantageously 
a thermostatically controlled hood covering the series of culture flasks and 
capable of forming a seal against the double bottom. The sterile gas feed 
is advantageously fitted with pressure and flow-meters and gas moisturiseis. 
The double bottom may be divided into compartments by suitable webs so 
that different groups of flasks can be individually supplied. 

(57) Zusammenfassung 

FUr die Serien-Kultivierung von Mikroorganismcn bzw. Zellen in be- 
gasten FlQssigkeitssaulen eignet sich ein Vorrichtung, die cine Seric von Kul- 
turflaschen mit einem offenen oder perforierten Boden aufweist, die ober- 
halb des Bodens bzw. der BodenSffhung eine gasdurchlSssigc pordse Fil- 
terplatte haben, deren Porenfeinhcit und Hydrophobizitat ausrcichcn, den 
FlQssigkeitsablauf aus einer dariiber befindlichen Kulturflussigkeitssdule zu 
unterbir.den. Dicse Kulturflaschen sind Qber ihrcn Boden mit einer Steril- 
gaszulc ing in Verbindung (zu bringen). Fttr die Sterilgaszulcitung eignet 
sich insbesondere ein gasdichter Doppclboden mit Sterilgaszulcitung, dcssen obere Platte mit einer Serie von GasdurchlaBdffnungen 
aufweisendcn AufnahmeplStzen fur den abgedichtcten Einsatz der Kulturflaschen vcrsehen ist. ZweckmaBig ist eine die Kultur- 
flaschenserie tibergreifcnde. auf den Doppclboden dicht aufsetzbare Abdeckhaube mit Thermostatislerung. In der Sterilgaszuleitung sind 
zweckm&fiigerweise Druck- und DurchfluBmesser sowie Gasbefeuchter. Der Doppclboden kann dutch entsprechende Stege in Kompani- 
mente fiir die Einzelversorgung unterschiedlicher Flaschengruppen unteiteilt sein. 
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Beschreibung 

Vorrichtung zur Serien-Kultivierung von Mikroorganismen 
bzw, Zellen in begasten Flussigkeitssaulen 



Die Erf indung -bezieht sich auf eine Vorrichtung zur Se- 
rien-Kultivierung von Mikroorganismen bzw. Zellen in ^ 
begasten Flussigkeitssaulen, und sie umfafit dafur ge- 
eignete Kulturf laschen. 

Zur Durchffihrung von Reihenuntersuchungen auf festen 
NahrbSden ist die Verwendung von Agarplatten gebrauch- 
lich. Hierbei warden die Mikroorganismen als Einzelkei- 
me auf den festen Nahrboden gebracht und bei der jewei- 
ligen Reaktionstetnperatur inkubiert. Der Stoff transport 
(Substrat aus dera festen Nahrboden und Sauerstoff aus 
der Gasphase) erfolgt rein diffusiv. 

Das klassische Instrument zur Kultivierung von Mikroor- 
ganismen fur Serienuntersuchungen stellt die Schuttel- 
kolbentechnik dar. Hierbei lassen sich bei Reaktionsvo- 
lumina von wenigen ml bis zu 1000 ml mit Hilfe von 

Schuttelinkubatoren viele Experimente parallel durch- 
fuhren. Der Energieeintrag zur Dispergierung der Plus- 
sigphase (Medium und Mikroorgansimen) erfolgt dabei 
liber eine kreisformige Bewegung aller Reaktionsgef afie, 
die auf einem Tablet t angeordnet sind. Der Sauer- 
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stoffeintrag ist hierbei nur liber eine Oberf lachenbega- 
sung moglich. Der Stoff transport erfolgt in der Flus- 
sigphase konvektiv. 



Zur Miniaturisierung dieser Technik (urn noch mehr Ver- 
suche parallel durchfuhren zu konnen) wurde versucht, 
Mikrotiterplatten als Reaktionsgefafie zu nutzen. Insbe- 
sondere Probleme bei der Verdunstung aufgrund des un- 
gunstigeren Oberf lache / Volumenverhaltnisses verhin- 
derten eine Anwendung dieser Technik. 

Eine apparatetechnisch sehr aufwendige Technik zur 
Durchfuhrung von Serienuntersuchungen mit Mikroorganis- 
men ist der parallele Einsatz von Laborfermentem. 
Hier werden Gerate angeboten, die eine Paralleldurch- 
fuhrung von bis zu 6 Ferment a tionen mit einem Gerat er- 
moglichen. Der Energieeintrag erfolgt hierbei uber 
Standardruhrorgane ; fiber eine Begasungseinrichtung ist 
eine Volumenbegasung moglich. 

Ziel der Erfindung ist daher eine relativ einfache ap- 
parative Anordnung zur Serienkultivierung, bei der eine 
ausreichende Begasung gewahrleistet werden kann. 

Dieses Ziel wird mit einer Vorrichtung gemaE der Erfin- 
dung erreicht, die im wesentlichen gekennzeichnet ist 
durch eine Serie von Kulturf laschen mit einem of fenen 
Oder perforierbaren Boden, die oberhalb des Bodens bzw. 
der Bodenoffnung mit einer gasdurchlassigen porosen 
Filterplatte ausgestattet sind, deren Porenfeinheit und 
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Hydrophobizitat ausreichen, den Fliissigkeitsablauf aus 
einer daruber befindlichen Kulturf lussigkeitssaule 2U 
unterbinden und die uber ihren Boden mit einer Steril- 
gaszuleitung gasdicht verbunden bzw. zu verbinden sind. 

Eine solche Anordnung einer Serie von Kulturf laschen, 
die liber ihren Boden rait einem Gasverteiler in Verbin- 
dung stehen, kann tnit unterschiedlichen Gasverteilern 
in Form von Schlauchzuleitungen oder Zuleitungen iiber 
Bohrungen versehen und mit einem Serien-Stativ ausgerii- 
stet sein. 

Besonders zweckmaSig ist jedoch ein als Gasverteiler 
wirkender, mit SterileinlaS fiir Gas versehener, gas- 
dichter Doppelboden fur die Sterilgaszuleitung, dessen 
obere Platte mit einer Serie von GasauslaSof fnungen 
aufweisenden Auf nahmeplatzen fur den abgedichteten Ein- 
satz bzw. Aufsatz der Kulturf laschen versehen ist. 
D.h., zwischen dem oberen Boden des Gasverteilers und 
dem unteren Ende der Kulturf lasche,wird fur eine dichte 
Verbindung koaxial zur Gasverbindungsbohrung des Gas- 
verteilers gesorgt. 

Weitere Besonderheiten der Erfindung ergeben sich aus. 
den Patentanspruchen. 

GemaS der Erfindung werden insbesondere folgende Ver- 
besserungen erzielt: 
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Wesentliches Problem bei der Kultivierung von 
aeroben Mikroorganismen ist die Sauerstof fversor- 
gung. Durch die Verwendung von begasten Sauleii zur 
Kultivierung von Mikroorganismen fiir Reihenunter- 
suchungen ist aufgrund der Volumenbegasung eine 
weitaus bessere Sauerstof fversorgung der Mikroor- 
ganismen als im herkommlichen Schiittelkolben mog- 
lich. Der Unterschied im Sauerstof feintragsvermo- 
gen zwischen Oberf lachenbegasung und Volumenbega- 
sung kann je nach Oberf lache/Volumenverhaltnis 
mehr als 1 Zehnerpotenz betragen. 

Das wesentliche Problem bei der Nutzung von Daten, 
die in kleinen Reaktionsgef alSen gewonnen werden, 
ist die Ubertragung dieser Ergebnisse in den Reak- 
tor. Durch die Verbesserung der Sauerstof fversor- 
gung in der begasten SSule auf Werte, wie sie in 
technischen Reaktdren erhalten werden, ist eine 
MaSstabsvibertragung besser moglich, insbesondere, 
da das verwendete Verfahren zur Sauerstof fversor- 
gung (Volumenbegasung) identisch ist. Damit kann 
die Entwicklungszeit von Verfahren zur Herstellung 
von Produkten mit Mikroorganismen verkurzt werden. 

Gegeniiber der Verwendung von parallelen Laborreak- 
toren zur Kultivierung von Mikroorganismen fur 
Reihenuntersuchungen ist der apparative und damit 
f inanzielle Auf wand bei der Verwendung von bega- 
sten Saulen bedeutend geringer. 
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Nachfolgend sind zur Veranschaulichung der Erf indung in 
ihren Besonderheiten Zeichnungen beigefugt. Es zeigen 
schematisch: 

Fig. 1 einen Vertikalschnitt durch eine erfindungs- 
gemalSe Serienkultur-Anordnimg; 

Fig. 2 eine einzelne Kulturf lasche im Detail in 
Schnittdarstellung; 

Fig. 3 eine Variante zur Aufnahmeplatz- und Fla- 
schenbodenausgestaltung ; 

Fig. 4 eine Unterteilung der Anordnung in unter- 
schiedliche Begasungsreihen in Aufsicht; 

Fig. 5 einen Vergleich der parallelen Kultivierung 
von Corynebacterium glutamicum Bakterien zur 
L-Isoleucin-Herstellung in erf indungsgemafien 
Kulturflaschen (begasten Saulen) und in 
Schuttelkolben ; 

Fig. 6 einen Vergleich der volumetrischen Stoffuber- 
gangskoef f izienten (kLa) fur erf indungsgemaBe 
Kulturflaschen (begaste Saulen), Schuttelkol- 
ben und 2 1 Riihrreaktor, die nach der Sulfit- 
methode bei 30«C bestimmt worden sind. 



Fig. 1 zeigt eine Anordnung mit einer Mehrzahl von Kul- 
25 turflaschen 1, die in Fig. 2 naher ausgefuhrt sind. Ein 

allgemein zylindrisches Glasgefafi 2, welches am Boden 3 
offen Oder mit einer Offnung zur Einleitung von Gas 
versehen ist, enthalt im unteren Teil eine porose Fil- 
terplatte 4 (z.B. aus Borosilikatglas) insbesondere 
30 uber die gesamte Querschnittsf lache, durch die das Gas 
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in die daruberstehende Flussigphase 5 (Medium mit Mi- 
kroorganismen) eingetragen wird. Am Kopf der Flasche 1 
befindet sich eine Offnung 6 zur Aufnahme von Standard- 
vorrichtungen wie z. B. Sterilstopfen oder Aluminium- 
kappen 7, die ein Entweichen des Gases ohne Kontamina- 
tion des GlasgefS&inhalts ermoglichen. 

Mehrere Kulturf laschen 1, bevorzugt mit einem umschlos- 
senen Volumen von 10 bis 1000 ml und einem Durchmesser 
von 10 bis 100 mm sind (insbesondere) gleichverteilt in 
napfartigen Aufnahmeplatzen 8 eines Gasverteilers 9 be- 
festigt, der mit entsprechenden AnschluSstutzten zur 
Gasversorgung 10 der einzelnen Kulturf laschen 1 verse- 
hen ist. Dieser Gasverteiler 9 besitzt neben den Auf- 
nahmeplatzen zur Gasversorgung und Bef estigungsmitteln 
fur die einzelnen Kulturf laschen eine oder mehrere zen- 
trale Gaszufuhreinrichtungen, die jeweils mit einem 
Sterilfilter 11 versehen sind, Der Gasverteiler 9 ist 
zusammen mit den daran befestigten Kulturf laschen 1 au- 
toklavierbar . 

Die Fixierung der Kulturf laschen 1 in bzw. an den Auf- 
nahmeplatzen 8 erfolgt zweckmaBigerweise uber Ver- 
schraubungen oder Bajonetverschlusse (bei 12) mit Dich- 
tungsringen 13 . Ggf . sind in den Aufnahmeplatzen des 
Gasverteilers 9 zur Aufnahme der Kulturf laschen 1 An- 
stechvorrichtungen 14 angebracht, wie in Fig. 3 ange- 
deutet, die eine Boden-Membran der Flasche durchste- 
chen. Damit ist eine getrennte Sterilisation und nach- 
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tragliche Sterilverbindung von Gasverteiler und Kultur- 
flaschen moglich. 

Zur Temperierung ist der Gasverteiler mit den einzelnen 
Kulturf laschen in einem temperierten Gehause 15 instal- 
lierbar, bzw. mit einer Abdeckhaube versehen, so daS 
die Reaktionstemperatur geregelt werden kann. 

Die Medien und die Animpfbiomasse konnen nach dem Auto- 
klavieren mit Standardtechniken steril zugegeben wer- 
den, urn den ProzeS zu starten. Hierbei ist ein Fliissig- 
volumen 5 bis maximal 50 % des umschlossenen Volumens 
der Kulturf laschen besonders gunstig, urn ein Ausschau- 
men bei eventueller Schaumbildung zu verhindem. 

Urn auch im unbegasten Zustand ein Eindringen voii Medium 
in den Gasverteiler zu unterbinden, sind die Kulturfla- 
schen mit porosen Filterplatten ausgestattet , deren Po- 
rendurchmesser so fein ist, daS der hydrostatische 
Druck der daruberstehenden Flvissigkeitssaule nicht aus- 
reicht, die Kapillaren der porosen Filterplatte zu fiil- 
len. So konnen im allgemeinen Filterplatten mit einem 
Porendurchmesser von maximal 20 /im Flussigkeitssaulen 
von ca. 10 cm H6he im unbegasten Zustand oberhalb der 
porosen Filterplatten halten. Zusatzlich kann die inne- 
re Oberflache der porosen Filterplatten mit bekannten 
Mitteln hydrophobisiert werden. Besonders geeignete 
Techniken zur Herstellung von hydrophoben Glasoberfla- 
chen sind aus der Silan- bzw. Siliconchemie bekannt. 
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Das zur Begasung eingesetzte Gas wird vor dem Einleiten 
in den Sterilfilter 11 des Gasverteilers 9 mit Wasser- 
dampf in einem Gasbefeuchter 16 (z.B. mitt els entspre- 
chender Waschf laschen) bei der eingestellten Reaktion- 
5 stemperatur gesattigt, urn eine Volumenabnahme in den 

begasten Saulen durch Verdunstung zu unterbinden, 

Der Gasvolumenstrom (z.B. Luft oder mit Sauerstoff an- 
gereichertes Gasgemisch) kann auf Volumenstrome z.B, 

10 bis zu 2,5 1 Gas/1 Reaktionsvolumen * Minute) vorgege- 

ben warden. Bei Einsatz mehrerer parallel angeordneter 
Gaszufuhreinrichtungen fur jeweils 1 Reihe von begasten 
Saulen kann fiir jede der unterschiedlichen Gaszu- 
fuhreinrichtungen ein anderer Gasvolumenstrom vorgege- 

15 ben werden, wie in Fig. 4 angedeutet ist. 

Zur Probenahme wahrend der Reaktion sind die Kulturfla- 
schen ggf . mit seitlichen Probenahmestutzten 17 und 
Septum versehen, uber welches mit Hilfe einer Kanule 
20 jederzeit eine definierte Probemenge steril entnommen 

werden kann. 

Zur Aufnahme von MeSsonden (z.B. zum Messen von pH-Wert 
Oder pOa-Wert) ist ggf . am Kopf der begasten Saulen ein 
25 weiterer Stutzen 18 angebracht. 

Bei Verwendung von Aluminiumkappen (*Alucaps') 7 zur 
kontatninationsfreien Entfernung des Gases aus den bega- 
sten Saulen ist ggf. durch Anbringen eines Septums und 
30 Anbindung von miniaturisierten Substratleitungen die 
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kontinuierliche Zudosierung von Substraten oder Korrek- 
turmittel wahrend der Reaktion moglich. 

Als i\nwendungsgebiete sind 

die biotechnologische Forschung (als Alternative 
zur bisher ublichen Verwendung von Schuttelkolben) 
und 

die industrielle ProzelSentwicklung zur Herstellung 
von Produkten mit Mikroorganistnen (mehr als 90 % 
der Experimente, die im Rahmen einef industriellen 
Prozefientwicklung durchgefuhrt werden, erfolgen im 
Schuttelkolben) zu nennen. 



Es folgen Beispiele, welche die Tauglichkeit der erfin- 
dungsgemafien Anordnung veranschaulichen: 



Beispiel 1: Vergleich der volumetrischen Sauerstof f ein- 
tragskoeff izienten (kj^a) der erf indungsgemafien Kultur- 
f laschen (begaste Saulen) , herk6mmlichen Schuttelkolben 
und Labor - Ruhr reak tor. 

Der volumetrische Sauerstof feintragskoef f izient k^a 
wurde nach der Sulf it-Methode in Kulturf laschen 
(Durchmesser 60 mm) mit porosen Filterplatten aus Boro- 
silikatglas (PorengroSe 10 - 16 ^m) bei einem Arbeit s- 
volumen von 150 ml und verschiedenen Gasdurchsatzen be- 
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stimmt (T = BO^'C) . Die erhaltenen MeBergebnisse (siehe 
Fig! 6) zeigen k^a-Werte zwischen 0,05 und 0.15 s'\ Zutn 
Vergleich sind Daten aufgetragen, die unter vergleich- 
baren Bedingungen im Schuttelkolben und im Labor- 
Ruhrreaktor ermittelt warden (Sulf it-Methode, 
T = 30OC) . 

Es ist deutliqrh zu erkennen, daS die volumetrischen 
Sauerstoffeintragskoeffizienten der Kulturf laschen 
(begaste Saulen) deutlich uber den im Schuttelkolben 
erreichten Werten liegen und die Grofienordnung des La- 
bor-Riihrreaktors erreichen. 



Beispiel 2: Vergleich der Kultivierung von Corynebacte- 
rium glutamicum in erf indungsgemaSen Kulturf laschen 
(begaste Saulen) und in herkommlichen Schattelkolben . 

Zum Vergleich des Fermentationsverlauf es in Kulturfla- 
schen (begaste Saulen) und den herkommlich im Labor 
verwendeten Schuttelkolben wurden Parallelansatze 
durchgefuhrt . Als Beispielsystem wurde die L-Isoleucin- 
Herstellung mit einem Corynebacterium glutamicum Stamm 
(KK47X15) des Instituts fur Biotechnologie des For- 
schungszentrums Julich gewShlt. 

Die porosen Filterplatten der im Beispiel 1 verwendeten 
Kulturf laschen (begaste SSulen) wurden vor dem Einsatz 
zur Fermentation wie folgt hydrophobisiert : 
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Zur Vorbehandlung der Glasoberf lache vmrden die 
begasten Saulen mit 5% Salpetersaure 4 h unter 
RuckfluE gekocht, Nach einer 12 h Reinigung mit 
destilliertem Wasser vmrden bei 150*^C getrocknet. 

5 

Zur kovalenten Bindung von Methylgruppen an die 
Glasoberf lache der porosen Filterplatten werden 
die begasten Saulen mit 5% Trimethylchlorsilan in 
Chloroform 4 h unter Ruckflufi gekocht. Anschlie- 
fiend wird 3fach mit Chloroform gewaschen und 48 h 
bei 50*^C im Wasserstrahlvakuum getrocknet. Danach 
erfolgt eine 12 h Reinigung mit destilliertem Was- 
ser mit anschlieSender Trocknung. 

15 Herstellung der Vorkultur: 80 ml sterilisiertes Kom- 

plexmedium werden mit 20 ml steriler Glucoselosung 
(100 g/1) steril im 1000 ml Schuttelkolben vermischt 
und mit 2% Inocculum aus. der Stammhaltung 12 h bei 30°C 
und 155 U/min inkubiert. 

20 

Nach der Hitzesterilisation der 1000 ml Schuttelkolben 
und der Kulturf laschen (begaste Saulen, Porendurchmes- 
ser der porosen Filterplatten: 10 - 16 ^m) wurden je- 
weils 90 ml sterilisiertes Medium und 10 ml Inocculum 
25 aus der Vorkultur steril zugegeben (Glucose 20 g/1) , 

Die Schuttelkolben wurden im Schiittelinkubator bei 30°C 
und 155 U/min kultiviert, die Kulturf laschen (begaste 
Saulen) im Inkubator bei 30°C und 0.6 1/min befeuchte- 
ten Luft. 

30 
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Die MeSergebnisse zeigen: Mit den Kulturf laschen 
(begaste Saulen) lassen sich aufgrund des weitaus bes- 
seren Sauerstof feintrags 4fach hohere L^Isoleucin- 
konzentrationen erreichen (siehe Fig. 5). Dabei konnte 
uber eine Lactatanalytik nachgewiesen warden, daS in 
den begasten Saulen keine Sauerstof f limit ierung auf- 
tritt (kein Garprodukt Lactat nachweisbar) , wahrend die 
Schuttelkolben sauerstof flimitiert waren {Lactat nach- 
weisbar, siehe Fig. 5). 
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Pa t en t anspruche 

1. Vorrichtung zur Serien-Kultivierung von Mikroorga- 
nismen bzw. Zellen in begasten Flussigkeitssaulen, 
gekennzeichnet duirch eine Se- 
rie von Kulturf laschen mit einem offenen oder per- 
forierbaren Boden, die oberhalb des Bodens bzw. 
der Bodenoffnung mit einer gasdurchlassigen poro- 
sen Filterplatte ausgestattet sind, deren Poren- 
feinheit und Hydrophobizitat ausreichen, den Flus- 
sigkeitsablauf aus einer dariiber befindlichen Kul- 
turf liissigkeitssaule zu unterbinden und die uber 
ihren Boden mit einer Sterilgaszuleitung gasdicht 
verbunden bzw. zu verbinden. 

2. Vorrichtung nach TVnspruch 1, 
gekennzeichnet durch einen 
als Gasverteiler wirkenden, mit Sterileinlafi fur 
Gas versehenen gasdichten Doppelboden fur die Ste- 
rilgaszuleitung, dessen obere Platte mit einer Se- 
rie von GasauslaEof fnungen aufweisenden Aufnahme- 
platzen fvir den abgedichteten Einsatz der Kultur- 
f laschen versehen ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
gekennzeichnet durch im we- 
sentlichen saulenformige Kulturf laschen mit einer 
ggf- perforierbar abgedeckten Bodenoffnung bzw. 
ohne Boden mit einer oberen VerschlulSkappe mit 
Septum-Einsatz . 
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4. ■ Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 

che, 

gekennzeichnet durch Kultur- 
flaschen mit einem oberen, zum Einbringen von MeS- 
sonden geeigneten Septum- AnschluS. 

5. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, 

gekennzeichnet durch einen 
seitlichen Stutzen mit Septum-Verschlufi fiir Probe- 
nahmen . 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, 

gekennzeichnet durch Aufnah- 
meplatze, die napfartig rait DurchlaS zum Doppelbo- 
denraum ausgebildet und rait am unteren Kulturf la- 
schenumfang vorgesehenen zusammenwirkenden Verbin- 
dungselementen versehen sind, die zur Herbeifuh- 
rung eines ausreichenden AnpreSdrucks an einer 
Ringdichtung zwischen unterem Flaschenende und 
Gasverteiler geeignet sind. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, 
gekennzeichnet durch Schraub- 
oder Bajonetverbindungen als Verbindungselemente. 

8. Vorrichtung nach einera der vorangehenden Anspru- 
che, 
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gekennzeichnet durch ggf . 
auswechselbare und/oder als SchlieSventil ausge- 
bildete Anstechnadeln im Auf nahmeplatzboden und 
Kulturflaschen mit perforierbarem Membran-Boden. 

9. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, 

gekennzeichnet durch eine die 
Flaschen-Serie ubergreif ende Abdeckhaube mit Ther- 
mostatisierung . 

10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che^ 

gekennzeichnet durch einen 
Oder mehrere den Doppelboden in unterschiedliche 
Abteile rait jeweils eigener Gasversorgung unter- 
teilende Trennwande. 

11. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, 

gekennzeichnet durch jeweils 
mit Sterilfilter und Gasbef euchter versehene Gas- 
versorgungen . 

12. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, 

gekennzeichnet durch Druck- 
und Durchf luSmesser in der Sterilgaszuleitung. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 97/06239 PCT/DE96/0I485 

16 

13. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, 

gekennzeichnet durch Einrich- 
tungen, die die Gasbefeuchter auf gleicher Tempe- 
ratur halten wie den Kulturraum. 

14. Kulturflaschen fur Vorrichtungen nach einem der 
vorangehenden Anspriiche , 

gekennzeichnet durch einen 
offenen oder perf orierbaren Boden und eine gas- 
durchlassige porose Filterplatte oberhalb des Bo- 
dens, deren Porenf einheit und Hydrophobizitat aus- 
reichen, den Fliissigkeitsablauf aus einer daruber 
befindlichen Flussigkeitssaule zu unterbinden. 
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